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摘   要 
    本论文提出两个荧光法表征•OH 及过氧化氢酶的新方法  喹啉芳香羟基化法
及哌啶氮氧自由基标记罗丹明 B 自旋捕集荧光表征法 全文共分为四章  
    在第一章前言中 通过调研文献 简述了生物活性自由基及相关抗氧化酶的研
究意义 研究内容与研究现状 并对羟基自由基及过氧化氢酶的测定方法进行了概
述 在此基础上提出了本论文研究的设想  
第二章提出了一种利用喹啉芳香羟基化法测定羟基自由基的新方法 该方法基
于喹啉与 Fenton 反应产生的羟基自由基发生芳香羟基化反应后 其产物在碱性条件
下有强荧光的特点 建立起了一种喹啉芳香羟基化法表征羟基自由基的新方法 我
们简单考察了反应的机理 同时还优化了测定的各种参数如酸度 反应时间 Fe2+
浓度 喹啉浓度等的影响 将此方法应用于抗氧剂的筛选 其结果与文献报道相符
在此基础上 利用过氧化氢酶 CAT 可催化 H2O2分解为 H2O 和 O2 建立起了荧
光法表征 CAT 活力的新方法 方法灵敏度较高 将其应用于海洋生物样品中 CAT
活力的测定 表征稠环芳烃对海洋环境的污染程度 取得了满意的效果 为海洋环
境监测提供了新的 灵敏的荧光分析法  
第三章设计合成了一系列自旋捕集荧光探针 并以自旋标记罗丹明 B为研究对
象 进行了系统研究 哌啶氮氧自由基标记罗丹明 B 属于红区发射 激发 发射波
长分别为 566 nm 和 580 nm 当Fenton反应产生的羟基自由基与 DMSO 作用产生的
甲基自由基被哌啶氮氧自由基-罗丹明 B 捕集后 消除了氮氧自由基对罗丹明 B激发
单重态的荧光猝灭作用 体系荧光强度显著增强 荧光强度的增强与 H2O2浓度在一
定范围内呈线性关系 文中对体系的酸度 反应时间 Fe2+浓度 DMSO 浓度 哌
啶氮氧自由基-罗丹明 B 复合物浓度进行了考察 建立起了一种自旋捕集荧光表征
•OH 的新方法 该方法灵敏度高 测定波长长 可望不需用 HPLC 分离即可有效避
免生物样品中背景荧光的干扰 操作简单 不需要昂贵的仪器 具有很强的应用潜
力 该项研究结果为自由基的表征提供了新的方法 拓宽了荧光分析法的应用 为
自由基非顺磁共振波谱成像的研究提出了新的思路 为利用荧光显微技术对自由基
瞬时 原位表征提供了有用的实验依据  
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Abstract 
 
    Two fluorometric methods for detection of hydroxyl radical and catalase are 
presented in this dissertation.  Quinoline was used as a hydroxyl radical trapper through 
its hydroxylation.  A new spin – labeled fluorophore, rhodamine B adduct, was 
synthesized and used in probing biological reactive oxygen species.  This dissertation 
contains four parts: preface, chapter one and chapter two, finally the conclusion and 
prospects. 
In the preface, the recent advances in the research area of biological reactive oxygen 
species were briefly reviewed.  The general concepts and basic theories concerning the 
research of biological reactive oxygen species and related enzymes were introduced. A 
brief review on the detection of hydroxyl radical and catalase was given.  Then research 
proposal for this dissertation was presented.  
In chapter two, we provide a new fluorescence method for detecting hydroxyl radical, 
using quinoline as a trapper for hydroxyl radical through the hydroxylation of the 
aromatic compound.  This method was based on the increase of fluorescence intensity of 
quinoline as a result of aromatic hydroxylation caused by •OH attacking quinoline on the 
aromatic rings, which was produced quantitatively by Fenton reaction.  The effects of 
pH reaction time concentration of Fe2+ and quinoline on the fluorescence intensity were 
studied.  We used this method to select scavengers of •OH.  The result was satisfactory.  
When catalase was added to the system, which reacted with H2O2 to produce H2O and O2, 
the enhancement of fluorescence intensity of the system, thus, decreased dramatically.  
Based on this fact, a new sensitive fluorescence method for catalase detection was 
proposed.  We use this method to detect the activity of catalase in the liver of crucian 
carp and in the humor of oyster.  The result proved that this method was feasible. 
In chapter three, we designed and synthesized a piperidine nitroxide – rhodimine B 
adduct for trapping radicals and proposed an new method for detecting hydroxyl radical.  
This method employed the reaction of hydroxyl radical with dimethyl sulfoxide (DMSO) 













nitroxide – rhodamine B adduct and led to a large increase in fluorescence intensity.  We 
studied such factors as pH, reaction time the concentration of Fe2+  DMSO  piperidine 
nitroxide – rhodamine B adduct.  For its long wavelength, high sensitivity, simple 
operation, this method may effectively avoid the background fluorescence in biosamples, 
and be easily used. 
Finally, on the basis of the summarization of the research results, the prospect of the 
future research was given. 
 
 








































第一章  前  言 
 
1. 1  生物活性自由基的研究 
 
自由基系含有未成对电子的原子 原子团或分子 自由基作为一类化学实体在
本世纪初就已被人们认识 1900 年 M. Gomberg第一次制得了三苯甲基自由基 从
而确定了自由基的概念 又经过了近 30 年 即 1929 年 又制得了寿命更短的甲基
自由基和己基自由基 使自由基的存在得到了进一步的确认 到了 1937 年 人们才
认识到 自由基可作为一类化学实体参加化学反应 这就是所谓的 过氧化物效应
并解释了溴化氢和不对称烯烃 反马尔可夫尼可夫 加成的原因 从而创立了化学
领域的新分支 新的有机化学 即现在所谓的 自由基化学 但对生物体系中自
由基的存在 到 50年代才得到确认 对生物体自由基的研究发展形成了自由基生物
学  
大量的实验证明 生命过程中的许多重要反应 如酶催化的氧化还原反应 光
合作用 生物发光等多与自由基有关 继而又发现多种疾病 生命的衰老亦涉及到
自由基反应 1968年 McGord 和 Fridovich 发现超氧化物歧化酶 SOD 及其重要
的生物学作用是自由基生物学发展史上的里程碑 接着对 SOD 及其抗氧化酶的深入
研究 又推动了对自由基的研究[1] 特别是进入 80年代后 在生物和医学领域内有
关自由基反应的研究越来越为人们重视  
 
1.1.1  生物活性自由基 
生物活性自由基按其化学结构可分为半醌类自由基 例如在呼吸链中进行电子
传递的辅酶 Q自由基等 氧中心自由基 包括超氧阴离子自由基 O2•
- 羟基自由基
•OH 烷氧自由基 RO• 烷过氧自由基 ROO•等 及其它碳 氮 硫中心自由基 包
括各种氨基酸 核苷酸的碱基及其它生物大分子由于光 热等外源或内部因素所产

















化 产生 ATP 氧代谢最终产物为水 水亦为维持生命所需 过去 人们总认为氧
对需氧生物是有益无害的 在生理情况下 有时需要利用活性氧 如白细胞吞噬细
菌时需要产生活性氧来消灭细菌 合成前列腺素时需要某些活性氧的参与 但是自
从 1968 年 McGorm 与 Fridovich 发现了清除超氧化物自由基 O2•
-或 HO2•
- 的超氧
化物歧化酶 SOD 以后 氧的某些代谢产物 O2•
-或 HO2•




于它们都含有氧 而且具有较氧活泼的化学反应性 遂统称为活性氧 reactive oxygen 
species, ROS 活性氧除包括 O2•
-
  •OH 和 H2O2外 还包括脂质过氧化物的中间产
物 LO• LOO•和 LOOH  
 
    超氧阴离子自由基 O2•
- superoxide anion radical  




基在水中可视为一个碱 它可以接受一个 H+形成质子化的超氧阴离子自由基 HOO•
是超氧阴离子自由基的共轭酸  
超氧阴离子自由基在水溶液中的存活时间约为 1 秒 在脂溶性介质中的存活时
间约为 1 小时 和其它活性氧相比 超氧阴离子自由基不很活泼 但正由于它寿命
很长 可以从其生成位置扩散到较远的距离 达到靶位置 从这种意义上讲 超氧
阴离子自由基具有更大的危险性  
 
    羟基自由基•OH hydroxyl radical  
羟基自由基是已知的最强的氧化剂 它比高锰酸钾和重镉酸钾的氧化性还强
是氧分子的三电子还原产物 反应性极强 寿命极短 在水中仅为 10-6s 在很多缓
冲溶液中 只要一产生 就会和缓冲溶液反应 它几乎可以和所有细胞成分发生反
应 对机体危害极大 但是由于它的作用半径小 仅能和它的临近分子反应  
 
    过氧化氢 H2O2 hydrogen peroxide  
过氧化氢不是自由基 但由于其与生物活性氧自由基的反应密切相关 同属于













较强的氧化性 但在较强的氧化剂存在时 也具有一定的还原性 它可以直接氧化
一些酶的巯基 使酶失去活性 甘油醛-3-磷酸酶也是以这种方式被过氧化氢失活
菠菜叶绿体的果糖二磷酸酶也是以这种方式失活的 过氧化氢还可以非酶氧化丙酮






    单线态氧 1O2 singlet oxygen  
单线态氧是氧的激发态 有两种激发单线态氧 1 gO2和
1Σ+gO2 它们的电子在分
子轨道上的排布见图 1-1 在 1 gO2的分子轨道上 两个反向电子成对占据一个π*2p





将它的能量转移给其它分子 自己回到基态 猝灭  
   三线态基态 O2  单线态 O2   超氧阴离子   单线态 O2   过氧离子   氧正离子 
     3∑-gO2       1∆gO2      2ΠgO2.-      1∑+gO2     1∑+gO22-    2ΠgO2+ 
Fig. 1-1  The highest molecule orbits of several reactive oxygens 
图 1.  几种活性氧的最高占有分子轨道 
    脂质过氧自由基 
脂质过氧化广义的定义为多不饱和脂类的氧化变质 oxidative deterioration 
2-1                                                         OH OH  FeFe  OH  -3222 +⋅+→+ ++
1-1                                                                                     OH2OH    22 ⋅ →
hv
3-1  OOHO2H OOH                                                                 222  22 Weiss-Harber +⋅+ →+ 反应
4-1  OO2HO2H                                                                                                                     2222 过氧化氢酶 + →














of polyunsaturated lipids 脂质分子是相当稳定的 在空气中不易发生氧化作
用 可是一旦有活性自由基存在 就可以导致脂质过氧化的发生 脂质过氧化是一
个典型的自由基链反应过程 在光或某种射线或自由基的作用下 可使脂质分子LH
脱去一个氢原子形成脂质自由基 L• 脂质自由基再与氧分子反应形成脂质过氧自由
基 LOO• 过氧自由基再进攻其它脂质分子 夺取其氢原子 再生成新的自由基和脂
质过氧化物LOOH 此反应可反复进行 从而导致脂质分子的不断消耗和脂质过氧化
物的积累  
Fig. 1-2  The automatic oxidation of lipide[4] 
图 2.  脂质的自动氧化[4] 
 
1 . 1 . 1 . 2   氮中心自由基 
NO 自由基被著名的自然杂志(Nature)选为 1992 年的明星分子 在生物系统中
NO 有三种不同的氧化还原形态 即NO 自由基 nitric oxide NO NO 亚硝基 翁
阳离子 nitrosonium ion NO+ 及 NO 硝酰阴离子 nitroxyl anion NO- 在生
物系统中 NO+半衰期最长 分级 NO次之 秒级 NO-最短 微秒级  
 
    NO自由基 Nitric oxide  
在 NO分子中 氮原子外层有5个电子 氧原子外层有6个电子 形成共价键后
在分子轨道上含有一个未成对电子 因此 它是自由基 但由于NO的自旋和轨道角
动量偶合 用 ESR检测不到 NO 自由基信号 内源性NO不稳定 半衰期短 生物半















NO是内皮细胞松弛因子 能够松弛血管平滑肌[5] 防止血小板凝聚 是神经传
导的逆信使[6] 在学习和记忆过程中发挥着重要作用[7] 巨噬和刺激时活化释放
NO自由基作为杀伤外来入侵微生物和肿瘤细胞的毒性分子 NO作为自由基也可以损
伤正常细胞 在心肌和脑组织缺血再灌注损伤中起着重要作用  
 
    过氧亚硝基 peroxynitrite  
NO与超氧阴离子自由基迅速反应生成过氧亚硝基 这在体内具有特别重要的生
理意义 因为多形核白细胞在吞噬过程中同时释放 NO和超氧阴离子自由基 在心肌
缺血再灌注损伤时也同时释放NO和超氧阴离子自由基 这样很多生理和病理过程就
在体内产生大量过氧亚硝基 过氧亚硝基在碱性条件下相当稳定 pKa = 7.40 37 
0C





NO +  O2
-           ONOO-        稳 定 生 理 pH                
1-6 
                                        NO2 + OH H
+           
1-7 
                                        NO3
-  低 pH                
1-8 
 




产生毒害 在稠环芳烃生物代谢过程中 还同时产生氧化还原循环 产生大量的活

























Fig. 1-3  The biologic translation of polycyclic aromatic hydrocarbon 
图 3.  稠环芳烃的生物转化 
 
其中 NAD表示烟酰胺嘌呤二核苷酸 NADH表示还原型烟酰胺嘌呤二核苷酸  
 





1 . 1 . 2 . 1   超氧化物歧化酶 s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e ,  S O D  
    SOD 是体内歧化超氧阴离子自由基的一个抗氧化酶[9,10] 由于它的发现 使
氧自由基生物学和医学研究进入了一个新时代 SOD不仅在人体和动物组织中发现
而且在很多植物和微生物中也存 SOD主要包括Cu ZnSOD和Mn FeSOD两种 SOD
催化超氧阴离子自由基歧化生成H2O2和O2 反应式可表示如下  
除 SOD 以外 体内还有多种抗氧化酶 有的单独起作用 有的和 SOD配合起作
用 因为 SOD 只能把超氧阴离子自由基歧化生成过氧化氢 而过氧化氢仍然具有细
胞毒性 还可以通过Fenton反应生成羟基自由基 体内的过氧化氢酶和谷胱甘肽过






















































氢酶 动物组织中都有过氧化氢酶 肝和红细胞中特别集中 脑 心脏和肌肉中只
含少量过氧化氢酶 催化过氧化氢分解的机理可能是: 
 
1 . 1 . 2 . 3   谷胱甘肽过氧化物酶 g l u t a t h i o n  p e r o x i d a s e ,  G P x  
谷胱甘肽过氧化物酶是1957年在动物组织中发现的 但在高等植物和细菌中并
不普遍 它的底物是低分子量的含硫化合物谷胱甘肽 glutathione, GSH 谷胱甘
肽过氧化物酶催化GSH氧化生成氧化型谷胱甘肽 oxideted glutathione, GSSG
用掉一个过氧化氢[12]  
在谷胱甘肽还原酶 glutathione reductase, GR 作用下 正常细胞中的
GSH/GSSG比值很高  
 






因素之一 髓过氧化物酶是另一个过氧化物酶 存在于吞噬细胞中 对炎症反应起
着重要作用 胸腺过氧化物酶存在于胸腺 可以把I- 氧化成I并连接到胸腺激素上
10-1                                      
OO2HO2H
OO2HFe(III)CATOH I - 









   11-1                                                             O2HGSSG2GSH OH 222 +→+
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